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Die derzeitigen Cholerafälle im Preußischen Staate geben
uns zum ersten Male die Gelegenheit, die neuen ,,Anwei-
sungen des Bundesrats zur Bekämpfung der Cholera"
in der Praxis zu prüfen, und speziell jeder, der in dieser Zeit
die bakteriologische Choleradiagnose zu stellen hat, wird sich
unschwer von der Zweckmäßigkeit der in Anlage 7 gegebenen
,Anleitnng für die bakteriologische Feststellung der
C h o 1 e r a" überzeugen. Auch die seiodiagnostischen Methoden
finden in dieser Anweisung die ihnen gebfihrende eingehende
Berücksichtigung, speziell die Agglutinationsmethode, deren
Verläßlichkeit in Hinsicht auf die Spezifizitat gerade für die
Cholera (im Gegensatz zum Typhus z. B.) durch die umfassen-
den Untersuchungen von R. Pfeiffer und seiner Schule, und
in letzter Zeit noch durch die zahlreichen. mühsamen Untei-
suchungen von Kolle, Gottschlich und ihren Mitarbeitern
überzeugend dargetan ist.
Gerade aber bezüglich dei Agglutination ergeben sich bei
der Choleradiagnose gewisse SchwierigIeiten, die freilich -
aus weiter unten zu erörternden Gründen - erst bei der prak-
tischen Anwendung der Methode zutage treten konnten.
Wenn in ersten Fällen stets, nicht selten aber auch in wieder-
holten Fällen oder bei Ansteckungsverda chtigen, bei positivem
Vibrionenbefund unser Streben darauf gerichtet sein muß, die
endgültige Diagnose möglichst bald zu stellen, so versagt unter
Umständen die Agglutinationsmethode oder erfordert wenig-
stens zum mindesten einen unerwünschten Aufschub in dei
Diagnosenstellung.
Es hat sich uns nämlich in allen bisher bakteriologisch
untersuchten positiven Cholerafillen (im ganzen el!' Fälle aus
Ost- und Westpreußen) die bemerkenswerte Tatsache ergeben,
daß die frisch von isolierten Plattenkolonien gewonnenen
jungen Schrägagarreinkulturen durchgehends bei Aufschwein-
mung in physiologischer Kochsalzlösung stark ausgeflockt
wurden.1) Die ,,Pseudoagglutination" tritt so momentan auf
und ist in fast allen Fällen so hochgradig, dal3 auch ein sehr
wirksames Immunserum keine viel stärkere Ausflockung be-
wirkt. Wegen dieser irreführenden Pseudoagglutination mußte
die Anstellung der quantitativen Agglutinationsreihe zt einer
Zeit, wo bereits gut gewachsene Rasen gebildet waren, ver-
schoben werden.
Natürlich kam auch schon beim Abstechen isolierter Ko-
lonien zum Zweck der Aufschwemmung im Hängetropfen, wie
das für die orientierende Agglutination vorgeschrieben ist, die
Kochsalzwirkung störend in Betracht.
Ein Eingehen auf das Wesen und die Ursache der spon-
tanen Verklumpung junger Cholerakulturen durch physiolo-
gische Kochsalzlösung, die vielleicht auf Grund der schönen
Untersuchungen von Neißer und Friedemann sowie
Bechold eine Erklärung finden dUrfte, - sei einer späteren
Veröffentlichung vorbehalten. Hier sollen nur noch die Tatsachen
kurz aufgeführt werden, die wir im Verfolg der Untersuchungen
über die Pseudoagglutination gesammelt haben, soweit sie für
die Praxis der Choleradiagnose von Bedeutung sind. Wenn
wir bei der noch relativ geringen Zahl von positiven Fällen
unsere einheitlichen Beobachtungen über diesen Punkt heute
schon mitteilen, so geschieht es, um bei der sich jetzt bieten-
den Gelegenheit eine Bearbeitung der betreffenden Frage auch
von andrer Seite anzuregen. Sämtliche von uns bisher aus
Choleradejektionen, resp. aus Leichenmaterial gezüchteten
Kulturen von Cholera waren, wie bereits erwähnt, in der ersten
Zeit nach der Isolierung durch physiologische Kochsalzlösung
ausfällbar. Bei längerer Bebrütung schwindet die Pseudoagglu-
tination, doch ist der Zeitpunkt des Verschwindens nicht nur bei
den einzelnen Fällen, sondern auch bei den aus einem Fall gleich-
1) Die Agglutination geschah stets in der Weise, daß eine Normalöse (2 mg)
Kulturmaterial von Schrgagar in I ccm Serumverdilnnung, bzw. Kochsalzlôsung auf-
geschwemmt wurde. Die Verteilung der Bakterien in der Flüssigkeit wurde aufs sorg.
Mitigste geichmâßig vorgenommen.
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zeitig isolierten verschiedenen Kulturen ein ganz verschiedener.
Nach sechs bis acht Stunden war ausnahmslos mit den bereits
gut gewachsenen Kulturen Pseudoagglutination zu erzielen; in
einzelnen Fällen dauerte dieser Zustand bis zu 14 und 15 Stunden,
in andern ließen sich die Bakterien aber bereits nach elf und
zwölf Stunden homogen in physiologischer Kochsalzlösung ver-
reiben oder zeigten doch nur eine so minimale Verklumpung,
daß sie praktisch nicht in Betracht kam. Werden Ku!-
turen nach sechs bis achtstündiger Bebrütung bei 37° nun-
mehr bei Zimmertemperatur belassen, so tritt die Homogeni-
sierung durch physiologische Kochsalzlösung viel später auf.
Nach 18-24 stündiger Bebrütung bei 37 0 wurde in keinem
Fall mehr Pseudoagglutination beobachtet.
Die durch Kochsalzl5sung bedingte Verklumpung tritt meist
momentan. nur in vereinzelten FUlen etwas zögernd auf, ist
dann aber in ein bis zwei Minuten in ihrer ganzen Stärke
ausgeprägt. Sie hält sich bei Zimmertemperatur mindestens
zwölf Stunden. bei 37° mindestens drei Stunden.
Bei Aufschwemmung mit destilliertem Wasser tritt keine
Pseudoagglutination auf, und überhaupt nimmt bei Verwendung
von Kochsalziösungen mit fallendem Salzgehalt die Intensität
der Ausflockung proportional der Salzmenge ab, wie die fol-
gende Tabelle zeigt:
St5rke der PseudoaggIutnatioti bei Kochsalziösung voll
Die hier ermittelte unterc Grenze des Kochsalzgehaltes der
Suspensionsfltissigkeit dürfte keine absolute sein, sondern sich
entsprechend dem verschiedenen Verhalten dei einzelnen Kul-
turen nur auf die zur Prüfung benutzte sechsstündige Kultur
beziehen.
Der Gedanke, die Serumverdünnungen in einer derartigen
an sich unwirksamen, niedrigwertigen Kochsalzlösung vorzu-
nehmen, um dadurch der Pseudoagglutination zu ontgehen,
scheiterte an der durch Joos sowie Friedberger ermittelten
Tatsache von der Bedeutung eines gewisseñ Salzgehaltes der
Suspensionsflüssigkeit für das Zustandekommen der Aggluti-
nation. Wurden die Serumverdünnungen anstatt mit 0,8 °/
mit 0,01 O/ Kochsalziösung vorgenommen, so war die agg1ut-
nierende Fähigkeit des Serums auch gegenüber einer koch-
salzresistenten älteren Cholerakultur um das Zehnfache ver-
ringert.
Bei weiterer Fortzüchtung der Kulturen scheint die Fähig-
keit zur Pseudoagglutination allmählich zu schwinden. Bei
zwei vor neun, bzw. zehn Tagen aus dem Körper isolierten
Kulturen, die je dreimal über Agar gegangen waren, war bei
sechsstündigen Ablegern noch sehr starke, aber doch bereits
etwas schwichere Verklumpung als seinerzeit bei den Original-
kulturen zu konstatieren. Eine Ende August aus dem Königl.
Institut für Infektionskrankheiten uns freundlichst überlassene
frische Kultur zeigte -. sechs Stunden alt nur noch sehr
geringe Pseudoagglutination, und endlich ergaben drei ältere
Laboratoritimskulturen, von denen eine durch fortwährende
Tierpassagen hochvirulent gehalten war, in sechsstündigen
Kulturen überhaupt keine Pseudoagglutination mehr. Diese
Tatsache erklärt es auch, daG die störende Pseudoagglutination
bisher bei der Choleradiagnose nicht beobachtet wurde. Die
Laboratoriumsversuche wurden zumeist mit älteren Stämmen
oder, wenn mit jüngeren, doch kaum je mit sechs- bis zwölf-
stündigen Kulturen angestellt, die zwar schon ein üppiges
Wachstum zeigen, aber natürlich für größere Versuchsreihen
über Agglutination nicht genügend Material enthalten.')
Es scheint also, als ob diese Fähigkeit zur Psudoaggluti-
nation nicht jungen Ablegern von Cholerakulturen im allge-
meinen, sondern nur den frisch aus dem Körper gezüchteten
zukommt und allmählich verloren geht. Hierfür spricht auch
die von Hamburger beobachtete Tatsache, daß eine in Serum
längere Zeit fortgezüchtete Cholerakultur plötzlich die Fähig-
1) Andere Vertreter der Vibrionengattung z&gten insofern efn vom Choleravibrio
abweichendes Verhalten, als bei ihnen auch von flteren Laboratoriumskulturen stam-
mende sechs bs achtstulldige Ableger deutliche Pseudoagglutination zeigten (Vibrio
berolinensis, danubicus, elbensis). Dagegen ließen sich andere Vibrionensthmme(V. Finkler-Prior und Metschnikoff) auch in jungen Kulturen homogen auf-
schwemmen.
1 0/ + + 0,2 Spur
0,8 0/ + + 0,1 geringe Spur
0,6 O/ 0,05 0/ ganz geringe Spur
0,4 0/ Spur 0,01 °J O
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keit zu Pseudoagglutination annahm, die nach mehreren Agar-
passagen wieder spontan verschwand. Vielleicht haben sich
hier im Serum dieselben Verhältnisse geltend gemacht. die
möglicherweise auch im Organismus die Vibrionen derartig
alterieren, daß sie durch physiologische Kochsalzlösung ver-
klumpbar werden.
Wie sind nun die durch die Pseudoagglutination bedingten
Störungen bei der beschleunigten Choleradiagnose zu umgehen?
In allen Fällen war es der Pfeiffersche Versuch, der uns zu
einer Zeit, wo die Agglutinationsprobe noch nicht ausgeführt
werden konnte, ein absolut einwandfreies und eindeutiges
Resultat lieferte. Wir haben allerdings in vereinzelten Fällen
eine so minimale Virulenz der isolierten Kulturen beobachtet,
daß schließlich auch das Kontrolltier, welches eine Oese Kultur
ohne Immunserum erhalten hatte, die Vibrionen in seinem
Peritoneum auflöste. Aber der Unterschied gegen das Ver-
suchstier, bei dem die gleiche Dosis Kultur mit 1 mg Cholera-
kaninchenserum (Titer 0,1 mg) gemischt gegeben wurde, war
stets ein so eklatanter, daß hier die Eindeutigkeit und Klarheit
des Resultats über jeden Zweifel erhaben ist. In allen Fällen
waren bei dem Versuchstier, das zehn Immuneinheiten Immun-
serum erhalten hatte, nach 20 Minuten die Vibrionen sämtlich
in Granula verwandelt, während das Kontrolltier bei guter
\Tirulenz bis zum Exitus, sicher aber noch mehrere Stunden
lang, intensiv bewegliche Vibrionen in seinem Peritoneal-
exsudat aufwies.
Frühestens bei 11, in anderen Fällen aber auch erst bei
12 bis 15 Stunden alten Kulturen sahen wir die Pseudoagglu-
tination verschwinden Da wir aber stets schon nach sechs
bis acht Stunden auf den von isolierten Kolonien angelegten
Schràgagarkulturen gutes Wachstum hatten, I) so haben wir
nie erst das Verschwinden des Pseudoagglutinationsphänomens
abgewartet, sondern stets bereits mit den etwa siebenstündigen
Schrägagarkulturen, auf denen jedesmal genügend Material
vorhanden war, den Pfeifferschen Versuch angestellt. Aufdiese 'Weise ist es ermöglic ht, die absolut sichere
Diagnose auf Cholera um volle sieben bis zehnStunden früher zu stellen, als wenn man noch die
Anstellung der Agglutinationsprobe mit homogen
emulsionierbaren 16- bis l8stündigen Schrägagar-
kulturen abwartet.
Daraus erhellt die hohe Bedeutung und die Unentbehrlich-
keit des Pfeifferschen Versuches für die schnelle und sichere
Choleradiagnose. In der Anweisung ist er nur für erste Fälle
vorgesehen, zufolge der oben erwähnten Tatsachen dürfte es
aber empfehlenswert erscheinen
-' zumal mit Rücksicht auf
die Beschleunigung der Diagnose
-, auch bei wiederho]ten
Fillen stets diesen Versuch - und zwar vor Anstellung der
Agglutinationsprobe - auszuführen.
Unserem hochverehrten Lehrer und Chef, Herrn Professor
R. Pfeiffer, danken wir für das rege Interesse, das er diesen
Untersuchungen entgegengebracht hat.
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